Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XVII, N° 4, 335 - 340, 2007

EL LACTITOL INCREMENTA EL GLUTATION REDUCIDO
Y DISMINUYE EL OXIDO NiTRICO EN RATAS SPRAGUE-DAWLEY.

Lactitol Increases Reduced Glutathione and Decreases Nitric Oxide in Sprague Dawley Rats.

Climaco Cano-Ponce*, Mayerlim T. Medina, Daniel Escalona, Maria E. Vargas, Raquel A. Cano,
José R. Cano y Valmore J. Bermudez.

Centro de Investigaciones Endocrino — Metabalicas Dr. Félix Gomez. Facultad de Medicina. Universidad del Zulia,
Maracaibo, Venezuela. *E-mail: climacoc@hotmail.com. Telefax: +58 261 7597279.

RESUMEN

Existe un creciente uso de los alcohol-azicares como el lactitol
en la industria de los alimentos. El estrés oxidativo juega un pa-
pel importante en la génesis de patologias digestivas que van
desde inflamacion hasta cancer. El propésito de este estudio
fue determinar el efecto del lactitol sobre el malondialdehido
(MDA), o6xido nitrico (NO), glutation reducido (GSH), acido as-
corbico y acido dehidroascoérbico como marcadores del balance
oxidacion/antioxidacion. Para ello se utilizaron 80 ratas macho
Sprague-Dawley divididas en cuatro grupos , tres experimenta-
les de 20 animales, a los cuales se les administré por sonda
orogastrica, lactitol en dosis de 0,3; 1,0 y 5,0 g/Kg/dia durante
12 semanas y un grupo control que recibié solucion salina fisio-
l6gica por el mismo periodo de tiempo. El lactitol administrado
en dosis de 0,3; 1,0 y 5,0 g/Kg/dia produjo un incremento signi-
ficativo (P<0,05) del GSH (326,5 + 13,0 pg/ml; 328,5 + 9,2 ug/ml
y 398,2 + 11,8 ug/ml) al ser comparado con sus respectivos va-
lores basales (285,8 + 4,0 ug/ml; 280,0 + 6,2 pg/ml y 279,5 +
9,1 pg/ml). El lactitol a dosis de 5 g/Kg/dia produjo el mas alto
incremento de la concentracion de GSH y al mismo tiempo pro-
voco una disminucion significativa del los niveles de NO (33,0
1,2 uM) cuando se comparé con su concentracion basal (46,2 +
2,8 uM). No fueron observados cambios significativos sobre el
resto de los marcadores del balance oxidacién/antioxidacion.
Aunque el lactitol es un alcohol-azuicar que no se absorbe a ni-
vel del tracto gastrointestinal, es posible que los productos fina-
les obtenidos luego de su metabolismo por las bacterias intesti-
nales, induzcan efectos sistémicos que pueden afectar el balan-
ce oxidacién/antioxidacion a favor de la antioxidacion.

Palabras clave: Lactitol, GSH, 6xido nitrico, balance oxida-
cién/antioxidacion.
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ABSTRACT

Sugar alcohols such as lactitol are increasingly being used in
the food industry. Tissue oxidative stress is an important con-
tributor to the genesis of inflammatory bowel disease and can-
cer. The purpose of this study was to determine the effect of
lactitol on malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH),
nitric oxide (NO), dehydroascorbic and ascorbic acid as redox
markers. Eighty Sprague Dawley rats were divided into four
groups; three experimental groups which received lactitol
through an oral catheter at doses of 0.3; 1.0; 5 g/kg/day and an
experimental group to which saline solution was administered
during 12 weeks. Lactitol at doses of 0.3; 1.0; 5 g/kg/day pro-
duced a significant increase (P<0.05) on GSH (326.5 + 13.0
pg/ml; 328.5 £ 9.2 pg/ml y 398.29 + 11.8 pg/ml respectively)
when compared with their respective basal values (285.8 + 4.0
pg/ml; 280.0 + 6.2 ug/mly 279.5 £ 9.1 pg/ml). Lactitol dose of
5g/kg/day produced the highest increase on GSH levels and at
the same time elicited a significant decrease on NO levels
(33.0 £ 1.2 uyM) when compared with basal values (46.2 + 2.8
pUM). No significant changes were observed on the remaining
redox markers. Although lactitol is a sugar alcohol that is not
absorbed in the small bowel, it is possible that its metabolisms
end products, under intestinal bacterial effects, alter the redox
balance in favor of antioxidants.

Key words: Lactitol, GSH, nitric oxide, redox markers.

INTRODUCCION

El lactitol es un polialcohol usado como edulcorante de
baja energia [15], que es poco absorbido a nivel del tracto gas-
trointestinal y metabolizado por microorganismos residentes
en el intestino, cuyos productos aun no han sido plenamente
identificados, siendo los mas frecuentes, acidos grasos de ca-
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dena corta como acetato, propionato y butirato [5,29], los cua-
les son absorbidos a nivel intestinal produciendo efectos sobre
el metabolismo energético [20,21] y sobre el sistema inmunita-
rio [6]. El lactitol ha sido utilizado en humanos para disminuir la
concentracion de amonio en sangre asi como en modelos ex-
perimentales de hiperamonemia en ratas, probablemente debi-
do a cambios en el pH intestinal [18,27], mientras que los cam-
bios en el sistema inmunitario intestinal estan representados
por incremento en la secrecién de IgA sin signos de inflama-
cion de la mucosa [18].

El GSH por su relacién con el acido ascorbico y como
reservorio operativo del NO en forma de S-Nitrosoglutation,
juega un importante rol en los mecanismos antioxidantes invo-
lucrados en la regulacion de eventos celulares que incluyen
expresion genética, sintesis de proteinas y ADN, proliferacion
celular y apoptosis, sistemas de traduccion de sefales, pro-
duccién de citocinas y respuesta del sistema inmunitario
[3,26,28,30]. La deficiencia de GSH contribuye al estrés oxida-
tivo el cual juega un papel clave en el envejecimiento y en la
patogénesis de numerosas enfermedades que van, desde el
kwashiorkor, sindrome convulsivo, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, enfermedades hepaticas, fibrosis
quistica, anemia de células falciformes, sepsis, SIDA, cancer,
infarto del miocardio, enfermedad cerebrovascular, diabetes y
sus complicaciones [2,11,22,25,28].

Debido al uso creciente del lactitol en productos alimen-
ticios para grupos especificos, tales como individuos diabéti-
cos y obesos, asi como al cada vez mayor numero de eviden-
cias que involucran al estrés oxidativo en la génesis de diver-
sas patologias, el proposito del presente estudio fue determi-
nar el efecto del lactitol sobre el balance oxidacién/antioxida-
cion, administrado en diferentes dosis a ratas Sprague-Da-
wley normales.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente estudio fueron utilizadas
80 ratas macho Sprague-Dawley, adultas jovenes, con un
peso promedio de 250 + 20 g, obtenidas del bioterio de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad del Zulia, Maracaibo, Ve-
nezuela, las cuales fueron mantenidas en jaulas de acero ino-
xidable a 25°C, con acceso ad libitum a agua y a alimento es-
pecial para ratas (Ratarina®, Purina, Venezuela).

Las ratas fueron divididas en cuatro grupos de 20 anima-
les cada uno, tres experimentales que recibieron lactitol (Suo-
men Xyrofin Oy, Finlandia), mediante sonda orogastrica en do-
sis de 0,3 g/Kg/dia; 1 g/Kg/dia y 5 g/Kg/dia durante 12 sema-
nas. El grupo control recibié por sonda orogastrica un volumen
equivalente de solucion salina fisiolégica durante el mismo pe-
riodo de tiempo. Antes de iniciado el tratamiento y después de
12 semanas de tratamiento fueron sometidos a los animales a
un ayuno de 12 horas, y luego de anestesiarlas con éter se les
tomo6 muestra de sangre por via intracardiaca, para la determi-
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nacion de los indicadores séricos de oxidacion y antioxidacion
representados por malondialdehido (MDA), éxido nitrico (NO),
acido ascérbico, acido dehidroascorbico y glutation reducido
(GSH). Todos los animales fueron pesados semanalmente.

La determinacion de la concentracion séerica de MDA se
realizé utilizando el método colorimétrico del acido tiobarbituri-
co o TBA modificado (TBARS) [7]; la concentracion sérica de
oxido nitrico mediante la técnica de diazotizacién o ensayo de
acido sulfanilico el cual determina NO de forma indirecta a tra-
vés de la cuantificacion de los nitritos inorganicos [1]; para la
determinacién de las concentraciones séricas de acido ascor-
bico y dehidroascérbico se utilizd el método de Schwarz y Wi-
liams [23], y el glutation reducido en eritrocito mediante el kit
colorimétrico del GSH-400 Assay tm (Oxis Internacional Inc,
Missouri, EUA), todos ellos como indicadores del balance oxi-
dacién y antioxidacion.

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de las diversas dosis de lactitol
sobre los parametros estudiados fue utilizado el ANOVA de
una via usando el Software SPSS 10,0 para Windows, mien-
tras que las diferencias entre grupos fueron establecidas a tra-
vés de la Prueba de Tukey usando el mismo Software. Para
determinar diferencias significativas entre los grupos antes y
después de recibir el tratamiento con lactitol o con solucion fi-
siolégica se aplico la prueba t de Student pareada. Los resulta-
dos fueron expresados como promedio + error estandar siendo
consideradas significativas las diferencias cuando P<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

No ha sido reportado en la literatura cientifica ninguin es-
tudio que relacione el lactitol con el balance oxidacion/antioxida-
cion, bien sea en animales de experimentacion o en humanos.

El hallazgo mas sobresaliente del presente estudio fue el
incremento de la concentracién intracelular de glutation reduci-
do (GSH) como respuesta a la administracion de lactitol duran-
te 12 semanas, efecto que pudo ser observado a dosis de 0,3
g/Kg/dia, 1g/Kg/dia y que se hace maximo a una dosis de
5g/kg/dia, correspondiendo este incremento de la concentra-
cion de GSH con una disminucién significativa de la concentra-
cion sérica de NO. En la FIG. 1 puede ser observado el incre-
mento significativo en la concentracion de GSH (P> 0,05) en
los grupos de ratas tratados con lactitol a dosis de 0,3; 1y 5
g/Kg/dia (326,59 + 13,0 ug/ml; 328,58 + 9,2 uyg/ml y 398,29 +
11,8 pg/ml respectivamente) al compararlo con sus correspon-
dientes valores en condiciones basales (285,8 + 4,0 pg/ml;
280,0 £ 6,2 pg/mly 279,5 + 9,1 yg/ml). El aumento en la con-
centracion de GSH (P>0,05) fue significativamente superior en
el grupo que recibi6 la dosis elevada de lactitol (5 g/Kg/dia)
398,29 + 11,8 pg/ml al compararlo con los grupos que recibie-
ron lactitol en dosis de 1 g/Kg/dia y 0,3 g/Kg/dia y al comparar-
lo con el grupo control (328,58 + 9,2 ug/ml; 326,59 + 13,0
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FIGURA 1. EFECTO DEL LACTITOL SOBRE LA CONCEN-
TRACION DE GLUTATION REDUCIDO (GSH) / EFFECT OF
LACTITOL ON REDUCED GLUTATHIONE (GSH).

pg/ml y 286,67 + 8,5 ug/ml, respectivamente). No fueron ob-
servados cambios significativos en el grupo control (SSF) al
comparar los niveles de GSH antes y después del tratamiento
con SSF (284,2 + 7,0 yg/ml vs 286,67 + 8,5 yg/ml, respectiva-
mente).

Con relacion al NO, su concentracion solo fue modifica-
da por la dosis de lactitol de 5g/Kg/dia, observandose un des-
censo significativo al compararla con su correspondiente valor
en condiciones basales (46,2 + 2,8 yM vs. 33,08 = 1,2 uM).
Como lo demuestra la FIG. 2, también se observé un descen-
so significativo (P<0,05) en los niveles séricos de NO (33,08 +
1,2 uyM) en el grupo que recibid lactitol a dosis elevada de 5
g/Kg/dia, al compararlo con los grupos que recibieron lactitol
en dosis de 1,0 y de 0,3 g/Kg/dia y solucion salina (45,08 £ 2,5
UM; 46,64 + 25 uM y 47,12 + 3,2 uM respectivamente). No se
observo diferencia significativa en el grupo control al comparar
los niveles de NO, antes y después del tratamiento con solu-
cion salina fisiolégica (45,2 + 2,0 vs. 47,12 £ 3,2 yM respecti-
vamente).

El estrés oxidativo y por éxido nitrico, las citocinas infla-
matorias, el cancer, la quimioterapia del cancer, las radiacio-
nes ionizantes, el choque térmico, el consumo de GSH por
deplecion o conjugacion, la prostaglandina A, los metales
pesados, los antioxidantes y la insulina incrementan, como
mecanismo compensatorio la transcripcion o la actividad de
la enzima -glutamil-cisteina sintetasa (GCS) y en consecuen-
cia de GSH; mientras que la deficiencia de proteinas en la
dieta, la dexametasona, la eritropoyetina, el factor de creci-
miento tumoral beta y la hiperglicemia inhiben la actividad de
la GCS [14,24]. También ha sido reportado el amonio como

inhibidor de los niveles de GSH [12]. Teniendo en cuenta que
el lactitol no se absorbe como tal en el tracto digestivo, es
probable que el mecanismo implicado en el incremento de
GSH en respuesta a las tres dosis de lactitol sea la produc-
cion de acidos grasos de cadena corta por accion de la flora
bacteriana sobre el mismo. Como el estudio fue realizado en
animales sanos se descarta la participaciéon de variables
como citocinas inflamatorias, cancer, radiaciones, asi como
estrés oxidativo y por NO.

Aunque ha sido reportada una disminucion de GSH por
amonio en casos de toxicidad por hiperamonemia [12] es posi-
ble inferir entonces que la disminuciéon del amonio por lactitol
seria el mecanismo responsable del incremento en el GSH, lo
que analizado mas detenidamente carece de sustento, ya que
este estudio fue realizado en animales sanos, donde los nive-
les de amonio circulante son muy bajos. La disminucion de la
hiperamonemia presente en individuos con encefalopatia he-
patica ha sido atribuida a la acidificacién del medio intestinal,
lo que conlleva a inhibiciébn del crecimiento de las bacterias
productoras de amonio [4].

Siendo el lactitol un disacarido de origen sintético que no
es hidrolizado, ni absorbido a nivel intestinal, se debe enton-
ces pensar que los efectos antes mencionados no son produ-
cidos de manera directa por el mismo, sino por los productos
de su degradacion por parte de bacterias de la flora intestinal,
tales como acido propiénico, acido butirico, acido acético y aci-
do lactico [8]. El patron de produccion, como el sitio de libera-
cion a nivel intestinal de &cidos grasos de cadena corta por
fermentacion varia de acuerdo al tipo de carbohidrato no dige-
rible administrado en ratas [9,13,16].
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FIGURA 2. EFECTO DEL LACTITOL SOBRE LA CONCEN-
TRACION SERICA DE OXIDO NITRICO (NO)/ Effect of Lactitol

on serum Nitric Oxide.
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La dosis de lactitol de 0,3 g/Kg/dia es inferior a la ingesta
de unos 24 g/dia de lactitol recomendada en humanos, para
evitar sus efectos laxantes [17]. Aunque en las ratas, dicho
efecto laxante observado con las dosis de 1 g/Kg/dia y de ma-
nera mas intensa con la dosis de 5 g/Kg/dia, la diarrea desapa-
recié después de la tercera semana. Los cambios en el peso de
los animales que recibieron 5 g/Kg/dia de lactitol fueron transito-
rios y debidos a la diarrea, lo que descarta ademas la hemocon-
centracion, como causa del aumento en el GSH (TABLA ).

TABLA |
EFECTO DEL LACTITOL SOBRE EL PESO DE LOS
ANIMALES/ EFFECT OF LACTITOL ON RAT’S WEIGHT.

Semana Peso (9) Peso (9)

Grupo Grupo

Control Lactitol
0,3 g/kg/dia 1 g/kg/dia 5 g/kg/dia
0 250 39 250 34 247 37 256 40
1 252 35 248 40 252 35 252 35
2 258 50 256 60 258 41 252 38
3 260 80 256 49 250 60* 252 50*
4 265 70 263 45 262 72 257 43*
5 271 35 268 44 268 94 266 36*
6 273 50 270 43 270 52 268 37*
7 285 61 282 52 284 89 279 78
8 298 76 297 60 298 51 295 86
9 305 68 306 68 308 73 305 83
10 308 48 310 34 305 64 305 69
11 310 60 312 45 310 70 310 75
12 315 66 317 68 313 67 315 81

Los resultados son expresados como promedio + EE; n= 18. * P< 0,05
cuando se comparo con €l grupo control.

La muerte de algunos animales se debidé a accidentes
como broncoaspiracion durante la administracion del lactitol y
SSF en las dos primeras semanas de tratamiento. El estrés
emocional por la manipulacién diaria para el sondeo de los
animales, tampoco tuvo influencia en los resultados, pues el
grupo que recibio solucién salina durante las 12 semanas no
experimenté cambio alguno en las variables dependientes es-
tudiadas y en especial del MDA como indicador confiable de la
peroxidacion lipidica.

No hubo diferencias significativas en las concentracio-
nes séricas de MDA en los grupos que recibieron lactitol en
dosis de 0,3 g/Kg/dia; 1 g/Kg/dia y 5 g/Kg/dia y solucion fisio-
légica (1,47 £ 0,15 uM; 1,39 £ 0,04 uM; 1,84 £+ 0,1 uM y 1,57
0,18 puM respectivamente) al compararlos con sus respectivos
valores basales (1,5 £+ 0,1 uM; 1,4 £ 0,2 uyM; 1,7 £ 0,15 pM y
1,6 £0,1 uM) (FIG. 3).
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FIGURA 3. EFECTO DEL LACTITOL SOBRE LA CONCENTRACION SE-
RICA DE MALONDIALDEHIDO (MDA)./ Effect of Lactitol on serum Malondial-
dehyde.

Con relacion al acido ascorbico no hubo diferencias sig-
nificativas en las concentraciones séricas del mismo en los
grupos que recibieron lactitol en dosis de 0,3 g/Kg/dia; 1
g/Kg/dia y 5 g/Kg/dia y solucion fisiolégica (1,0 £ 0,12 mg/dl;
1,04 + 0,08 mg/dl; 0,84 + 0,06 mg/dl y 0,74 + 0,06 mg/dl res-
pectivamente) al compararlos con sus respectivos valores ba-
sales (0,88 + 0,1 mg/dl; 0,95 = 0,08 mg/dl; 0,81 £ 0,05 mg/dl y
0,78 + 0,07 mg/dl) (FIG. 4). Tampoco fueron observados dife-
rencias significativas en las concentraciones séricas de acido
dehidroascorbico en los grupos que recibieron lactitol en dosis
de 0,3 g/Kg/dia; 1 g/Kg/dia y 5 g/Kg/dia y solucion fisiologica
(1,19 + 0,18 mg/dl; 0,92 + 0,05 mg/dl; 0,81 + 0,06 mg/dl y 0,79
+ 0,1 mg/dl respectivamente) al compararlos con sus respecti-
vos valores basales (0,95 + 0,2 mg/dl; 0,89 + 0,03 mg/dl; 0,88
+ 0,08 mg/dl'y 0,81 £ 0,12 mg/dl) (FIG. 5). El incremento en la
concentracién de GSH pudiese ser mas, producto de induc-
cidén enzimatica de la GCS que la reduccion del GS:SG a ex-
pensas del acido ascoérbico, ya que como se observa en las
FIGS. 4 y 5, los niveles de acido ascorbico y dehidroascérbico
no sufrieron alteraciones significativas a lo largo del estudio.

Con excepcion del uso de lactitol en el tratamiento del
coma hepatico por sus efectos reductores de la produccion de
amonio a nivel intestinal, atribuido a la acidificacion del pH in-
testinal e inhibicion de la flora productora de amonio, no existe
otra indicacién terapéutica del mismo [27]. Diversos estudios
atribuyen a la absorcion de estos acidos grasos de cadena
corta numerosos efectos sobre el sistema inmunolégico, como
lo demuestran estudios previos realizados por Rodriguez-Ca-
bezas y col. [19], donde se observé que la administracion de
una dieta con suplementos de fibras generadora de acidos
grasos de cadena corta, disminuye el éxido nitrico, el -TNF y la
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FIGURA 5. EFECTO DEL LACTITOL SOBRE LA CONCEN-
TRACION SERICA DEL ACIDO DEHIDROASCORBICO/
EFFECT OF LACTITOL ON SERUM DEHYDROASCORBIC ACID.

respuesta inflamatoria en ratones tratados con acido ftrinitro-
bencenosulfénico [10,19].

El incremento del GSH hace atractivo al lactitol como un
edulcorante de bajo rendimiento energético, cuya acciéon sobre
el balance oxidacion/antioxidacion pudiera tener un efecto po-
tencial de proteccion contra patologias como el cancer.

CONCLUSIONES

Después de 12 semanas de tratamiento, el lactitol pro-
duce en ratas Sprague-Dawley los siguientes efectos sistémi-
cos sobre algunos indicadores del balance oxidaciéon-antioxi-
dacién:

Incremento del GSH intracelular en respuesta a las tres
dosis de lactitol utilizadas.

Disminucién de la concentracion de NO sérico a dosis
elevada de lactitol.

Los niveles de acidos dehidroascorbico y ascorbico no
sufrieron cambios a lo largo del estudio, lo que indica que el in-
cremento en los niveles de GSH no fue a expensas de la oxi-
dacion de acido ascoérbico a dehidroascorbico.

No indujo cambios en la peroxidacién lipidica, ya que
ninguna de las dosis administradas modifico las concentracio-
nes séricas de MDA.

La disminucién de la concentracion sérica de nitritos con
incremento simultaneo de GSH, puede ser atribuido a la for-
macién de S-nitrosoglutation.
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